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Summary 
In this paper, hydrolysis pattern of cycloheptaglucan (J9-Scharding巴rdextrin, or i9-
cyclo d巴xtrin)catalyzed by Taka-amylase A was asun1ed as a folowing Scheme (3) by 
means of paper chromatography. 
Relative hydrolysis velocities of cycloheptaglucan and its hydrolyzates catalyzed by 
Taka-amylase A were determined qualitatively from the phenomena about formation, 
diminution and density of chromatograms (Scheme 4). 
Scheme 3. 
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¥J -: * 
(Cyclo G7→G4, G3）手（G4→G2)>(G3→Gl, G2)>(G2→Gl) 
G: glucose residue, cyclo G7: CHG, Gl: glucose 
G2: maltose, G3: maltotriose, etc. 
*: NITTA, Y. et. al.3l 
はじ め に
Taka-amylase A (T AA）の活性部位が約7個のグノレコー ス残基の程度の大きさであり l, ま










1） 酵 素 TAA: 前半~4）同僚， j山 r十1 5） の方法により ，アセトン水溶液から再結晶させた も
ので，針状形（Fig.1）を示した．ディスク屯気泳動では単一バンドであった 酵素濃度はE2so1%
=23. 3 (0. OHぢ実測値 ×100）から音1・r,i:ーした．
〆




3） 基 質 CHG:CHGは組結l品を更に精製したもので，精製法お、よび純度は既報4）と同ー
である．
4) 可溶性デンプン： 試薬特級（純正化学 KK.）を使用した．このものは 3,5-dini trosaliト
cylic acid法によっては；還元力を示さなかった




6) アミロースの分離およびマーカーとしての酸加水分解物の調製： アミロ ースは Sc:ichのプ
















Time of lieat 
Fig. 2. Inactivation of Taka-amylase A by heat. 
Condition of heat: 
enzyme solution; 0.01 ~ぢ， 0.5 ml 
cone. of Ca-acetate; 2×10 4M 
temp.; t; 80。C，×90。c,098～99。c
buffer; no bu釘eradded 
Reactivation: 
temp; 25°C 
time; 5 min. 
Condition of reaction: 
enzyme solution; 0.0196, 0.5 ml 
soluble starch; 19,ム1ml 
acetate bu町er;0.05 M, pH 6, 1 ml 
temp; 25。c




を加熱溶解ー させたのち， O.lN H2S04 1 ml を加え， ~ll JJ泥水浴中で90分間加水分解を行ない，水
冷後 NaOHで中和した溶液を20～30μl用いて， 少布iAf類のマ カー ーとした．
7) ペーパークロマトグラフィー： 酵素反応液は反応終了後，沸騰水中に 5分浸し，その後ク
ロマトグラフィ ーを行なうまで氷冷した．緩衝液の濃度が低い；場合，加熱後室温に放置すると，
Pl再次活性の回復（r巴activation）が起札反応が更に進むので，これを防ぐためである．展開液は




I. 基質 CHGおよび可溶性デンプンの酵素 TAA(native, heat）による分解生成物のクロ
マ卜グラム
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Fig. 3. Paper chromatogram for the hydrolysis 
of CHG catalyzed by TAA at 25。C.
M: marker, C：目 control,Gl: glucose 
G2: maltose, G3：・ maltotriose,etc. 
Hydrolysis was carried out at pH 5.3 
Each 'of the volumes applieded on paper 




M ~川 3 5 3.0 10 mr1. I 2 . hr. hr. ,. 
Fig. 4. Paper chromatogram for the hydrolysis 
of CHG catalyzed by TAA at 45°C. 
M: marker, Gl・glucose,G2: maltose, etc. 
Hydrolysis was carried out at pH 5.3. 
Each of the volumes applieded on paper 
was 20 μl. 
CHG の TAAによる経H寺的生成物を検索する目的で行なったペーパークロマ トグラムの一例
を Fig.3 ;b，よび Fig.4に示した．反応の条件は0.005形 TAA(native), 1 ml (2×1 o-sM酢酸
カルシウムに溶解） : CHG-1 %, lml; 0.02 M 酢酸ナトリウム緩衝液（pH 5.3) 1 mlの組成の
ものを 25°C(Fig. 3），ふ、よび 45°C (Fig. 4）でそれぞれ反応させ，各｜侍閉経過後に反応を止め，
ペーパークロマ トグラフィ ーを行なった. Fig. 3，ふ、よび Fig.4のマーカーの中間部は共に反応
液の 20μ！ を展開させたものである．両図中のマノレトテトラオース（G4）の存在は不明瞭である
が，試料溶液を 100μl用いた Fig.5にbいてはi珂l僚に観察出来る．




Scheme lに， CHG を基質とした場合の未処理 TAA(native），ぉ、よび部分熱変性 TAA
(heat）の各クロマ トグラムの結果を時間の関数として模式化 して示した． 比較として可溶性デ
ンプンを基質とした場合の同様な模式図を Scheme2 に示した．両模式図にふ、いて，一連の実
験は相対的濃度として，面積の小中大の 3区分に大別して表示してある．また酵素泌皮は 0.005 
～0. 01必 ［TAA(native），可溶性デンプンを用いた場合は 0.00015'ぢ〕 0.5～lml;1 %基質 1ml; 
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Scheme 1. Chromatograms of T AA-digested CHG in course of time. 
TAA 
P叶 Time of reaction strate 
Treatment 3 5 10 30 min. 1 2 4 20hr. 
Gl 。。
G2 。。。。 。。。。









G 1: glucose, G2: maltose, G3: maltotriose, G4: maltotetrase. 
enzyme solution: 0.005 -0.01 ~弘 0 . 5- lm l. substrate solution: 15'ぢ，lml.sodium acetate buffer solution 
: lml. (0.05M, pH5.3-6.0). 
temperature: 25'C. 
Scheme 2. Chromatograms of T AA-digested soluble starch in course of time. 
Sub-
TAA I Pmd"m I Time of reaction strate 
Treatment 3 5 10 30min. 1 20hr. 
Gl 。
G2 。 。 。
Native G3 。 。 。。
G4 。 。 。。






100。C G3 。 。 。。。
3min. G4 。 。 。。
G5 ＊ 本 ＊ ＊ 
Gl: glucose etc. (same in the Scheme 1). 
conditions are same in the Scheme 1 except for native TAA solution (0.000196, 1 ml.）叫10mologslarger 
than G5 were omited. 
0.05M酢酸ナ トリ ウムに緩衝液 lml (pH 5.3～6.0); 25。C の条件で反応を行なった．記号は
G1：グノレコー ス， G2：マノレト ース，G3：マノレ トト リオース念どのように用いである．
2. マルトトリオースの TAA (native）による分解生成物のクロマトグラム．
マノレトト リオースの TAA(native）による分解生成物をl時間の関数と して示したクロマト グラ
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Fig. 5. Paper chromatogram for the hydrolysis 
of CHG catalyzed by T AA. 
M: marker, Gl: glucos, G2: maltose, etc. 
Hydrolyzates of CHG were used the same ones 
in Fig. 3 and Fig. 4 except for the applied 




A 8 .; D ε F G 8 
Fig. 6. Paper chromatogram for the hydrolysis 
of Maltotriose catalyzed by TAA. 
A: marker (glucose), B: marker (enzymatic 
hydrolyzate of CHG), C; control (distiled 
water instead of TAA), G: control (distiled 
water instead of maltotriose),D: hydrolyzate 
(2hr), E: hydrolyzate (24hr), F: hydrolyzate 
(69hr). 
ムが Fig.6である．この図にbiハて， Aはグルコ スー； Bはマノレ トトリ オースの TAAによる
任意｜時間の分解生成物であり，いずれもマーカーとして使用しである．酵素反応の条件は， TAA
0.005% 1 ml，マノレトトリオース 0.896 （推定） 1 ml, 0.02M酢酸ナトリウム緩衝液 lml (pH 
5.3), 25°Cである. cは TAA裕液の代りに蒸留水， Gは CHGi容液の代りに蒸留水を使用 し
てあり，それぞれのコントロ ールである .D,E,Fはそれぞれ 2,24,69時間後の分解生成物のク
ロマト グラムである.C,D,E,F,Gの各スポットは各反応液から問主 （30μ！）を取って展開し
である．
この図から，マノレトトリオースは TAAにより分解されて，グノレコー スとマノレト ースの等量を
生じこの条件では， 69時間後にはそのほとんどが分解される と推定された．
3. CHGの TAAによる分解形式の推定．
以上の結果から CHGの TAAによる分解形式を Schem巴3のように推定した． cyclo G7→ 
G3, G4の過程にふ、いて， chain G7がクロマ トグラ ムとして存在しないというこ とは， chain 
G7 の生成速度に較べて， その分解速度が非常に速いのか，あるいは述統 （重複）切断されたか
のいずれかであろう ．前者はマクロ的には連続切断（multipleattack）に近似すると考えられる．
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Scheme 3. Hydrolysis Pattern of CHG catalyzed by T A 
/G"'. multiole I G G G ー→ JG 持G G P I 1 己 I 一一→｛ lG-G 一一三三 G
G attack I 
'(;_G/ l G-G-G-G ー G-G －－ 発
G: glucose residue, 
*: this hydrolysis was reported by Y. NrTTA et. al.31. 
Scheme 4. Relative Velocities of CHG and Its Hydrolyrntes catalyzed by TAA. 
(cyclo G7→G3, G4）宇（G4→G2)>(G3>Gl, G2)>(G2→Gl) 




cyclo G7: CHG; Gl: glucose; G2:maltose etc. 
Table 1. Probability of Multiple Attack. 
theorytical combinations 
Gl, G6: G2, G5: G3, G4 
G2, (G2), G3・Gl,G3, (G3): 
Gl, G2, G4：・ Gl(Gl),G5 
al combinations consist of G 1 
probable combinations 
from the chromatograms 
G3, G4 
G2, (G2), G3 
25 
反応の初期の連続切断の組合せは Tablε lのようにをり， クロマ トグラムの結果より存在可
能な組合せは doubleattackの G3,G4と， triple attackの G2,G3の2組である． しかし前
者では G2，後者では G4が存在していない． TAAには transferase作用 もあるが，反応の初
期にふ、ける G2,G3 のような低濃度では G4 の生成は考えられない．従って，先ず double
attackされ G3,G4が生成され， 次に G4から G2が生成されたと考える方が妥当であろう．
つまり，基質 CHGは TAAの活性中心に£、いて切れた後， 鎖状 G7として遊離されずに，
直ちに活性音fl{立の 7位｜の subsiteと接触し subsite4と5の間に存在する触媒中心によって G4
とG3に切られると考えると，新田等1）の各 subsiteの結合親和力との関係も満足される．
G4が微量のままある反応H寺間存在することから， G4→'J-2の分解速度は， cyclo G7→G4, 
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